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The effects of four bisphosphonates on macrophage phagocytosis: Quantitative 
measurement by flow cytometry using high- fluorescence particles and human 
monocytic cell line THP-1 
 
Abstract: 
 Impairment of macrophage phagocytosis is a major cause of chronic inflammation.  
Bisphosphonates (BPs) are widely used as anti-osteoclastic agents. The effects of BPs on 
monocyte-macrophage lineage cells are being increasingly reported; however, the 
detailed effects of BPs on macrophage phagocytic activity are still unclear.  We 
examined the effects of four BPs: clodronate as a non-nitrogen containing BP 
(non-N-BP), and pamidronate, alendronate, and zoledronate as nitrogen-containing BP 
(N-BP), on macrophage phagocytic activity.  The uptake of high fluorescence-labeled 
polystyrene beads by the human monocytic cell line THP-1 was investigated by flow 
cytometry.  All three N-BPs suppressed the phagocytosis of macrophages more potently 
than the non-N-BP, clodronate.  Pamidronate and zoledronate were more potent than 
alendronate.  BP induced the apoptosis of THP-1.  Pamidronate and zoledronate 
induced apoptosis more effectively than clodronate. The method described to observe 
phagocytosis was simple and quantitative, and might be useful in screening for the 
effects of drugs, such as N-BP and non-N-BP, on phagocytic activity.  (156 words) 
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ファージの貪食能に対する BPの作用については、まだあまり検討されていない 11。 
今回我々は、BPがマクロファージの貪食能に及ぼす作用を、4種類の BP（non-N-BPと










1. マクロファージ：ヒト単球系培養細胞株 THP-1を DSファーマバイオメディカル社か
ら購入した。 
2. 蛍光ビーズ：オレンジ色蛍光色素（FL-2 で測定）標識した直径 1μm の polystyrene
蛍光ビーズ(FluoSpheres F-13082： Invitrogen 社）。蒸留水 1ml あたり 1010個のビー
ズを含有。 
3. ４種類のビスホスフォネート 
clodronate : clodronate disodium (LKT Laboratories, Inc, Cat.No. C3449) 
pamidronate: アレディア点滴静注用 15mg（ノバルティス ファーマ社） 
alendronate: テイロック注射液 5mg（帝人ファーマ社） 
zoledronate: ゾメタ点滴静注用 4mg（ノバルティス ファーマ社） 
4. リポソーム化キット：コートソーム ELシリーズ EL-01-N （日油社） 
5. アポトーシスアッセイ：Annexin V-FITC Kit (Beckman Coulter 社)および Annexin 




 THP-1は10%FBS を含むRPMI1640で、37℃、5% CO2で培養した。2×105/mlで24 well 
plateに各 1mlずつ分注し、THP-1を PMA （Phorbol 12-Myristate 13-acetate：Promega
社)10-8mol/l存在下で１～2日間培養しマクロファージ様に分化させた。 
PMA処理した THP-1に、培養液で希釈した蛍光ビーズを最終ビーズ濃度 2 × 107個/ml 
となるよう添加し、37℃ 5% CO2で一定時間培養した。PBSで 2回洗浄後、THP-1細胞を
トリプシン処理ではがし、PBS で 1 回洗浄後に PBS に浮遊させ、フローサイトメトリー
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 THP-1 (2×105/ml) を PMA（10-8mol/l）で 1日間処理後、ビーズ貪食の程度を FCMと
蛍光顕微鏡で経時的に測定した（Fig. 1）。 
 FCM では左端に FL-2 陰性のピーク、右側に陽性ピークが複数認められる。貪食したビ
ーズ数が増加するほどピークは右方向にシフトする。貪食率は M1(%) として算出される
（Fig. 1中央列）。 
 1 時間後の貪食率は 10.78%、蛍光顕微鏡ではビーズを１～２個貪食した細胞が少数認め
られた（Fig. 1 右上写真）。4 時間後の貪食率は 41.72%、蛍光顕微鏡ではビーズを数個貪
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 まず、PMA 処理 THP-1 に蛍光ビーズを添加、直後に 4 種類の BP を様々な濃度で各々
添加し、4 時間後のビーズ貪食率を FCM で測定した。代表的な結果を Fig. 2 に示す。
pamidronate では 4×10-5~1×10-4mol/l で貪食率が陰性コントロールより上昇し、さらに
高濃度では低下した。他の BP では濃度依存性に貪食率の低下が認められた。 独立に 4回
行った実験結果の貪食率平均値±SD は、陰性コントロールでは 39.3±5.6%、これに対し、
pamidronateでは 1×10-4 mol/lで有意に上昇（57.3 ±0.49％; p = 0.0052）、zoledronate 
では 2.8×10-4mol/l で有意に低下（29.7±1.5%; p = 0.046）、alendronate では 7.7×
10-4mol/lで有意に低下（28.3±3.5%; p = 0.045）、clodronate では 6×10-3mol/lで有意に
低下（16.7±1.5%; p = 0.0025）、を各々示した。 
次に、pamidronateだけが 4×10-5~1×10-4mol/lで貪食亢進作用を示した原因を検討した。
BPは水溶性であるが、pamidronateだけが 4×10-5 mol/l以上の濃度で CO2インキュベー
ター内に置くと沈殿物を形成した。pamidronate による貪食亢進が、形成された沈殿物よ
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PMA処理した THP-1に、BP を種々の濃度で添加して 24 時間培養した後、蛍光ビーズを
添加し 4時間後に FCMで貪食率を測定した。代表的な結果を Fig. 4に示す。いずれの BP
も、ビーズ添加直後から 4 時間処理した場合よりも低濃度で貪食抑制作用を示した。独立
に 3回行った実験結果の貪食率平均値±SD は、陰性コントロールでは 31±4.6%、これに
対し、pamidronateでは 3×10-5 mol/lで有意に低下（21.7±3.7％; p = 0.039）、zoledronate
では 5.6×10-5mol/lで有意に低下（21.3±2.5%; p = 0.024）、alendronateでは 3.8×10-4mol/l
で有意に低下（19.7±4.5%; p = 0.029）、clodronateでは 1.8×10-3mol/lで有意に低下（19.3






Annexin V-FITCキットを用いて FCMで測定した（Fig. 5-a）。Annexin-V陽性 propidium 




BP で 3 日間処理すると、pamidronate では 3×10-5mol/l 以上、zoledronate では 1.4× 
10-4mol/l 以上でアポトーシスの増加が認められた（Fig. 5-c,d）。 alendronate では 7.7× 
10-4mol/l でもアポトーシスの増加は認められなかった（Fig. 5-e）。clodronate では 1.8×
10-3mol/lまでアポトーシス増加は認められず、3.6×10-3mol/l以上でアポトーシスが著増し
た（Fig. 5-f）。  
 




 今回我々は、BP がマクロファージの貪食能に及ぼす作用について、4 種類の BP 
（clodronate, pamidronate, alendronate, zoledronate）を用いて比較検討した。 
 BP は non-N-BP と N-BP に大別される。non-N-BP は細胞内で代謝された結果生じた
ATP 誘導体が細胞毒性を発揮する。N-BP は、細胞内では代謝されないが、コレステロー
ル合成経路であるメバロン酸経路の阻害により GTP蛋白の脂質修飾（プレニル化）を阻害
する 4,5。GTP 蛋白の中でも、Rho や Rac などは、細胞の運動や形態変化に重要であり、
マクロファージの貪食にも関与している 12-15。プレニル化が阻害されれば、これら GTP蛋
白は正常に機能できなくなる可能性がある。 
 4 種類の BP はいずれも貪食抑制作用を示した。24 時間処理した場合に貪食抑制を示す




順でアポトーシス誘導が認められた。Moreau らは、 pamidronate, alendronate, 
zoledronate, および non-N-BPの etidronateで、同様の結果を報告している 9。 




 non-N-BP である clodronate では、貪食抑制にもアポトーシス誘導にも N-BP より高濃
度（10-3mol/lレベル）が必要であった。高濃度では高度のアポトーシス/細胞死が認められ、
代謝産物の細胞毒性によるものと考えられた 10。 
 Pamidronate では、10-5 ~10-4mol/l で貪食亢進作用が認められたが、これは沈殿物形成


























 4種類の BPが貪食能に及ぼす影響を検討した。N-BPでは non-N-BPより貪食抑制作用
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Fig. 1. Time-course of THP-1 phagocytosis 
Uptake of fluorescence-labeled beads by THP-1 was measured with flow cytometry (left 
and middle columns) and fluorescence microscopy (right column), after incubation for 1 
hr (upper lane), 4 hrs (middle lane), and 24 hrs (lower lane).  







Fig. 2.  Phagocytosis after BP treatment for 4 hr 
BPs were added simultaneously with beads and phagocytosis was measured 4 hrs later.  
Each experiment was performed in triplicate.  Mean values are shown by columns.   
A representative of four individual experiments is shown. 
    




Fig. 3.  Pamidronate treatment methods and phagocytosis  
a: THP-1 was treated with pamidronate for 1 hr (□), 6 hrs (■), or 18 hrs (■).  After 
washing, beads were added and phagocytosis was measured 4 hrs later.  A 
representative of two independent experiments is shown. 
b: Pamidronate with or without liposomal encapsulation was added simultaneously 
with beads and phagocytosis was measured 4 hrs later. ■Pamidronate alone, ■
Liposomal pamidronate, □Liposome alone. A representative of two independent 
experiments is shown. 
In a and b, phagocytosis is shown as a relative ratio to the negative control 
(pamidronate, 0 mol/l). 
 






Fig. 4.  Phagocytosis after BP treatment for 24 hr 
THP-1 was treated with BP for 24 hr before the addition of beads.  Each experiment 
was performed in triplicate.  Mean values are shown by columns.  A representative of 









Fig. 5.  Apoptosis after BP treatment 
Apoptosis and cell death after BP treatment was measured with Annexin V and PI.  
a: Cytogram after 3 days of zoledronate (1×10-4 mol/l) treatment. Apoptotic cells 
(Annexin V+PI-) in the lower right quadrant, dead cells (Annexin V+PI+) in the upper 
right quadrant.  
b: Pamidronate treatment periods and the ratio of Annexin V+ cells to those of the 
negative control (pamidronate, 0 mol/l). Pamidronate at 3×10-5 mol/l is shown with a 
solid line and 1× 10-4 mol/l with a broken line.   
c-f: Rates of Annexin V+PI- (■) and Annexin V+PI+ (■) cells after 3 days of BP 
treatment.  A representative of two independent experiments is shown.   
